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(57) Abstract: The invention relates to an oligonucleotide which can snmulate human cells of the immune system, characterized 
in that it comprises at least one nucleotide sequence of formula 5*TTN|N2TT3' wherein T represents thymine, and Nj and N2 can 
both represent adenine, thymine, cytosine or guanine. The invention is further characterized in that it is devoid of the CG dinu- 
cleotide in which cytosine C is not methylated. One oligonucleotide of particular interest has the following sequence: 5 *TTAGTTCT- 
TAGTTNaTTAGTT 3*. Said oligonucleotide can be used in a particularly advantageous manner as an adjuvant for vaccines. 

(57) Abrdg^: Uinvendon conceme un oligonucleotide capable de stimuler des cellules humaines du syst^me immunitaire, caract^- 
ris^ en ce qu*il comprend au raoins une s^uence nucl^tidique ayant la formule suivante 5* T T Ni N2 T T 3*, dans laquelle T signifie 
Thymine, Nj et Nz peuvent chacun reprdsenter TAd^nine, la Thymine, la Cytosine ou la Guanine, et en ce qu*il est d^urvu de 
dinud^tide CG dans lequel la Cytosine C ne serait pas m^thyl6e. En particulier, un oligonucl^de d*intMt pi€sente la sequence 
suivante: 5* TTAGTTCTTAGTTN3TTAGTT 3*. Un tel oligonucleotide trouve une application particuli&rement int^ressante comme 
adjuvant vaccinal. 
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OLIGONUCLEOTIDE IMMUNOSTIMULANT 

La pr6sente invention est relative au domaine des immunostimulants. Plus 
particuiidrement, Tinvention concerne des oligonucleotides capables de stimulerdes 
5 cellules humaines inten/enant dans le syst&me immunitaire, et a leur utilisation 
comme adjuvant vaccinal. 

Un grand nombre d'oligonucleotides ont d§jS 6t6 d6crits dans Tart ant6rieur, en 
relation avec leurs propriet6s immonostimulantes. Ainsi, la demands EP0468520 
10 decrit des polynucleotides immunostimulants constitues par un simple brin d*ADN 
Iin6aire comprenant de 10 a 100 nucleotides s'enchainant selon une sequence 
palindromique. 

Selon la demande WO 96/02555, 1'activite immunostimulatrice d'oligonucleotides est 
15 Ii6e a la presence d'une sequence dinucleotique 5' CG 3', dans laquelle C n'est pas 
methyle, Tactivite immunostimulante etant plus forte si le motif CG est precede en 5' 
du dinucl6otlde GA et / ou suivi en 3* du dinucleotide TC ou encore TT. 

Par centre, selon la demande de brevet WO 98/52962, il n'est pas necessaire que 
20 les oligonucleotides aient un minimum de 8 nucleotides comme cela avait ete decrit 
precedemment. ni que leur sequence soit un palindrome, ni mSme qu'ils 
comprennent le dinucleotide CG; ainsi,cette demande decrit les 3 oligonucleotides 
suivants pour leur utilisation en tant qu'adjuvant vaccinal: 
5' GACGTT 3', 5' GAGCTT 3\ ainsi que 5* TCCGGA 3'. . 

25 

Selon le brevet US 5,663,153, Tactivite immunostimulante d'oligonucleotides n'est 
pas liee a la sequence des nucleotides, mais a la nature de la liaison entre 
nucleotides, la presence d'au moins une liaison phosphorothioate pemiettant 
d'induire une stimulation du systeme immunitaire. 

30 

La plupart des tests de I'art anterieur pour evaluer Tactivite immunostimulante des 
oligonucleotides proposes, sont effectues soit in vitro sur des cellules antmales 
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(essentiellement des cellules murines), soit in vivo sur des souris. Cependant, les 
diff6rences existant entre le systems immunitaire de la souris et celui de Tetre 
humain, ont conduit a des differences entre les resultats obtenus sur des cellules 
murines et ceux obtenus sur des cellules humaines. II n'est done pas certain que 
5 tous les oligonucleotides ayant ete decrits comme immunostimulants dans Tart 
anterieur le soient reellement vis-a-vis de Tetre humain. 

Or I'industrie pharmaceutique a un grand besoin d'immunostimulants pouvant etre 
administres d Thomme, notamment dans le domaine des vaccins. 

10 

La pr^sente invention a done pour but de proposer des oligonucleotides capables de 
stimuler des cellules du systSme immunitaire de TStre humain. 

Pour atteindre ce but, I'invention a pour objet un oligonucleotide capable de stimuler 
IS des cellules humaines du systeme immunitaire caracterise en ce qu*il comprend au 
moins une sequence 5' T T Ni N2 T T 3' dans laquelle T est la Thymine, 
et Ni et N2 peuvent chacun representer I'Adenine, la Thymine, la Cytosine ou la 
Guanine, et en ce qu'il est depourvu de dinucleotide CG dans lequel la Cytosine C 
ne serait pas methylee. 

20 

Uinvention a egalement pour objet I'utilisation d'un tel oligonucleotide pour la 
fabrication d*un medicament. 

Selon une caracteristique de invention, roligonucleotide comprend de 6 d 100 
25 nucleotides. 

Selon une caracteristique particuliere, roligonuclStide selon Tinvention est caracterise 
en ce que Ni represente I'Adenine et en ce que N2 represente la Guanine. 

30 Selon une autre caracteristique, roligonucleotide selon invention est caracterise en 
ce que le motif 5' T T Ni N2 T T 3' est rep6t§ au moins 1 fois. 
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Selon une autre caract§ristique, roligonucl^tide selon rinvention est caract6ris6 en 
ce que le motif motif 5' T T Ni N2 T T 3' est r6p6t6 2 fois. 

Selon une autre caract6ristique, roligonuci6otide selon invention est caracterise en 
ce que les motifs repetes 5' T T Ni N2 T T 3' sont separ6s par un nucleotide N3 qui 
peut §tre d chaque fois identique ou different et qui peut repr6senter A, C, T ou G. 

Selon une caracteristique particuliere, roligonucleotide selon I'invention est 
caract6ris6 en ce que le nucleotide N3 separant les 2 premiers motifs TTN1N2TT lus 
lorsque la sequence est orientee 5'-^3' represente la Cytosine. 

Selon une autre caracteristique, roligonucleotide selon I'invention est caracterise en 
ce qu'il comprend la sequence 5' TTAGTTCTTAGTTN3TTAGTT 3\ dans laquelle A 
repr6sente TAdSnine, T la Thymine, G la Guanine, et C la Cytosine. et dans laquelle 
N3 peut signifier A, T, C ou G. 

Selon une autre caracteristique, roligonucleotide selon rinvention est capable 
d'induire la proliferation des lymphocytes humains. 

Selon une autre caracteristique, roligonucleotide selon rinvention est capable 
d'accroitre I'expression du marqueur d'activation CD86 et du recepteur CD25 sur les 
lymphocytes B humains. 

Selon une autre caracteristique. roligonucleotide selon I'invention est capable 
d'induire la secretion de cytokines. 

L'invention a egalement pour objet un adjuvant vaccinal caracterise en ce qu'il 
comprend au moins un oligonucleotide capable de stimuler des cellules humaines du 
systeme immunitaire possedant au moins une sequence 
5' T T Ni N2 T T 3' dans laquelle T est la Thymine et, Ni et N2 peuvent chacun 
representer rAd6nine. la Thymine, la Cytosine ou la Guanine, roligonucleotide etant 
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d6pourvu de sequence dinucleotidique CG dans laquelle la Cytosine C ne serait pas 
m6thyl6e. 

L'invention a egalement pour objet une composition vaccinate d usage humain 
5 comprenant au moins un antig^ne vaccinal caract6ris6e en ce qu'elle comprend en 
outre au moins un oligonucleotide capable de stimuler des cellules humaines du 
systeme immunitaire possedant au moins une sequence 5' T T Ni N2 T T 3' 
dans laquelle T signifie Thymine et. Ni et N2 peuvent chacun representer I'Adenine, 
la Thymine, la Cytosine ou la Guanine, Toligonudeotide 6tant depourvu de sequence 
10 dinucleotidique CG dans laquelle la Cytosine C ne serait pas m6thylee. 

La presente invention sera mieux comprise a la lecture de la description qui va 
suivre. en reference aux figures 1 1 1 qui illustrent les r6sultats obtenus lors des 
tests d^crits aux exemples 2 a 7. 
15 En particulier, les Figures 1 et 2 indiquent le nombre de Coups par Minutes obtenus 
dans ie test de I'Exemple . 

Les Figures 3 et 5 indiquent le pourcentage de cellules CD20+ exprimant le 
r^cepteur CD25, pour les oligonucleotides obtenus selon Texemple 1. 
De meme. les Figures 4 et 6 indiquent le pourcentage de cellules CD20+ exprimant 
20 le marqueur CD86. 

La Figure 7 indique le nombre de Coups par Minute obtenus dans le test de 
Texemple 4. 

La Figure 8 indique le pourcentage de cellules CD20+ exprimant le recepteur CD25, 
pour les oligonucleotides obtenus selon Texemple 4. De meme, la Figure 9 indique le 
25 pourcentage de cellules CD20+ exprimant le marqueur CD86. 

La Figure 10 indique le nombre de spots mesures pour la secretion d'Interferon y par 
des cellules stimulees en presence des oligonucleotides ayant les sequences 9 a 12 
d6crites a Texemple 4. 

La Figure 1 1 indique le nombre de spots mesures pour la secretion d'lLIO par des 
30 cellules stimulees en presence des oligonucleotides ayant les sequences 9 a 12 
decrites d 1' Exemple 4. 
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Par oligonucl6otide au sens de la presente invention, on entend un polynucleotide 
comprenant au moins 6 nucleotides. En effet, contrairement d Tenseignement de 
rarticle intltute "CpG motifs in bacterial DNA trigger direct B-cell activation", Krieg et 
al.. Nature 1995. on a remarque qu'il n'6tait pas nScessaire que Toligonucteotide ait 

5 au moins 8 nucleotides. Par centre, la limite sup^rieure de la taille des 

oligonucleotides n'est pas vraiment detemiin§e. On peut cependant noter que, plus T 
oligonucleotide sera long, plus sa purification sera difficile a effectuer lors des etapes 
de synthese , et plus le prix de revient en sera eleve. D'autre part, il est probable 
qu'un oligonucleotide de grande longueur aura plus de difficultes a penetrer dans les 

10 cellules. Aussi, pour les besoins de la presente invention, on considere qu'une 
limitation de la taille de roligonucleotide a 100 nucleotides est appropriee. Get 
oligonucleotide est de preference un oligonucleotide simple brin; il peut s'agir d'un 
oligodesoxyribonucieotide ou d'un oligoribonucleotide. On a obtenu de 
particuiierement bons resultats en utilisant un oligodesoxyribonucieotide. Les 

15 oligonucleotides convenant aux fins de Tinvention peuvent se presenter sous forme 
de phosphodiester ou, afin d'etre plus stables, sous fomie de phosphorothioates ou 
d'hybrides phosphodiester / phosphorothioates. Les oligonucleotides 
phosphorothioates sont ceux preteres. 

20 Uoiigonucieotide selon I'invention est capable de stimuler des cellules humaines du 
systeme immunitaice, telles que les lymphocytes B, les lymphocytes T, les 
monocytes et les cellules dendritiques. Cette stimulation est appreciee notamment 
par la lymphoproliferation ou par Texpression de marqueurs, tel que le recepteur de 
cytokine CD25 ou encore le marqueur d'actlvation CD86 sur les lymphocytes B. II est 

25 possible de selectionner les oligonucleotides d'interet au moyen de tests differents 
de ceux proposes dans la presente demande, a condition cependant qu'il s'agisse de 
tests evaluant la capacite de stimulation de cellules humaines, et non pas comme 
dans la plupart des documents de Tart anterieur, de tests evaluant la capacite de la 
stimulation de cellules murines, il serait notamment possible de tester Texpression 

30 d*autres marqueurs d'actlvation des lymphocytes B tels que les marqueurs CD69. ou 
Texpression de marqueurs de proliferation tels que le marqueur KI67; des tests 
relatifs e {'augmentation des marqueurs d'actlvation et de maturation des cellules 
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dendritiques pourraient 6galement etre utilises. De meme. des tests permettant 
Tappreciation de I'augmentation de production de certaines cytokines peuvent 
egalement etre utilises. 

5 Selon une caracteristique de Tinvention, Poligonucl^otide comprend au moins une 
s6quence nucieotidique 5* T T Ni N2 T T 3' dans laquelle T signifie Thymine et. Ni 
et N2 peuvent representer chacun {'Adenine, la Thymine, la Cytosine ou la Guanine. 
Cette fomiule couvre ainsi 16 possibilites. Cette sequence peut etre 5* tenninale, 3' 
terminate ou §tre entouree par d'autres nucleotides. Elle peut §tre unique ou rep6t6e 
10 plusieurs fois a Tidentique d rint6rieur d'un meme oligonucl6otide. Un oligonucteotide 
selon rinvention peut egalement comprendre plusieurs s6quences differentes 
con^espondant chacune au motif 5' T T Ni N2 T T 3*. 

Selon rinvention. Toligonucleotide ne comporte pas de sequence palindromique. 
15 Malgre cette absence de sequence palindromique, un tel oligonucleotide est capable 
de stimuler des cellules humaines du systeme immunitaire. 

Selon une caracteristique, roligonucieotide selon rinvention est depourvu de 
dinucleotide CG dans iequel la Cytosine ne serait pas methylee. Cette exclusion 

20 s'applique 6galement au motif N1N2. La capacite des oligonucleotides de Tart 

ant6rieur a etre immunostimulants a presque toujours 6t6 interpretee comme liee a 
la presence de motifs CpG non methyles (Cf. notamment Tarticle de Krieg et al dans 
Nature d'avril 1995 cite ci-dessus), cette interpretation etant en coherence avec 
Tobservation selon laquelle la frequence de ce dinucteotide 6tait environ 4 fois plus 

2s importante dans le genome des bacteries que dans celui des vertebras. De fagon 
surprenante, on a maintenant trouve que des oligonucleotides entlerement 
depourvus de ce motif dinucleotidique etaient cependant parfaitement capables de 
stimuler les cellules du systeme immunitaire humain. 

30 Selon un mode de realisation particulier de la pr6sente invention, le motif N1N2 

conrespond au dinucleotide AG. dans Iequel A signifie Adenine et G signifie Guanine. 
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Selon une caract6ristique avantageuse, le motif & TTAGTT 3' est r6pete au moins 
une fois dans roligonucl§otide, et de pr6f6rence au moins 2 fois. De pr6f6rence 
encore, les motifs reputes sont s6par6s par au moins un nucleotide N3. qui 
repr6sente I'Adenine, la Cytosine, la Guanine ou la Thymine. A rint§rieur d'un 
5 oligonucleotide, ce nucleotide de separation peut etre toujours le mSme. ou etre 
different a chaque fois. De preference, ie nucleotide separant ies 2 premiers motifs 
TTAGTT de i'oligonucieotide. (lorsque Ton considere le sens de lecture 5'->3') est 
constitue par la Cytosine. 

De fagon particuliere, les oligonucleotides dont les sequences nucieotidiques 
10 repondent a la fomiule 5' TTAGTTCTTAGTTN3TTAGTT 3\ dans laquelle N3 
represente A, T, C ou G, sont ceux preferes au sens de la presente invention. 

Selon une caracteristique particuliere, roligonucleotide selon Tinvention est depourvu 
ou appauvri en sequence nucleotidique capable d'inhiber les cellules du systeme 
15 immunitaire humain. En effet. afin d'obtenir un effet global immunostimulant, si des 
motifs inhibiteurs ou neutralisants tels que, par exemple, ceux decrits dans la 
demande WO 98/52581 sont presents, il faut que leur effet soit supprime ou reduit, 
grace S la presence d'une sequence a effet immunostimulant plus prononce, ou 
grace a la presence d'un plus grand nombre de sequences 5' T T Ni N2 T T 3*. 

20 

La presente invention a egaiement pour objet un adjuvant vaccinal comprenant au 
moins un oligonucleotide immunostimulant ayant au moins un motif 
5* T T Ni N2 T T 3' tel que mentionne ci-dessus. Par adjuvant vaccinal, on entend 
un produit qui pemnet d'accroTtre ou de modifier la reponse du systeme immunitaire 

25 d'un organisme vis a vis de I'administration d'un antigene. En particulier, 11 peut s'agir 
d'une augmentation de la reponse humorale ou de la reponse cellulaire. 
Uaction d'un adjuvant vaccinal peut egaiement etre, non pas une augmentation de la 
reponse qui se produirait en Tabsence d'adjuvant, mais une orientation differente de 
la reponse produite : par exemple. orientation vers une reponse cellulaire plutot 

30 qu'une r6ponse humorale, production de certaines cytokines plutot que d'autres, 
production de certains types ou sous-types d'anticorps plutdt que d'autres, 
stimulation de certaines cellules plutdt que d'autres, etc... 
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Uoligonucl6otide immunostimulant de la pr6sente invention peut etre utilise comme 
adjuvant vaccinal quelle que soit la nature de I'antigene administre et quel que soit le 
nombre de valences utilisees. II peut etre le seul adjuvant utilise ou, au contraire. 
5 etre un Element d'une combinaison adjuvante. 

Uaction adjuvante de Toligonucleotide selon I'invention peut etre obtenue, soit 
lorsqu'il est associe a I'antigene ou aux antigenes lors de leur administration, i.e. 
lorsqu'ils font partie de la meme composition vaccinate, soit lorsqu'il est administre 
s6parement de I'antigene ou des antigenes. On prefere cependant Tutiliser dans la 
10 meme composition vaccinate que I'antigene ou les antigdnes S administrer. 

L'ollgonucieotide selon Tinvention peut avantageusement etre administre par toutes 
les voies susceptibles d'etre utilisees pour une composition vaccinate: voie 
muqueuse ou voie systemique. 

15 

L'un des objets de invention est une composition vaccinate comprenant au moins 
un oligonucleotide immunostimulant ayant une sequence 
5' T T N1N2 T T 3' telle que decrite ci-dessus. 

20 Une composition vaccinate selon invention peut etre destin§e a I'immunisation 

centre une seule maladie, ou destinee a I'immunisation contre plusieurs maladies. II 
peut s'agir d'une composition vaccinate liquide ou d'une composition lyophilis6e. Elle 
peut comprendre, outre les antigenes, tout ou partie des composants habituellement 
presents dans un vaccin tels que tampons, stabilisants. conservateurs, ...etc. Elle 

25 peut egalement comprendre un ou plusieurs adjuvant(s) autre(s) que ceux objets de 
la pr6sente invention. Elle peut egalement comprendre plusieurs adjuvants objets de 
la presente invention, constitues soit par des oligonucteotides ayant tous le meme 
motif 

5' T T Ni N2TT 3' mais se differenciant par les nucleotides en 5' et/ou en 3\ soit par 
30 des oligonucleotides ayant des motifs 5' T T Ni N2 T T 3' differents. dont les 
sequences en 5' et en 3' sont identiques ou diff6rentes. 
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La composition vaccinate selon I'invention peut etre destinee a une administration 
prophylactique ou d une administration therapeutique. 

La composition vaccinate selon Tinvention peut etre formulee de maniere a optimiser 
5 Taction adjuvante de Toligonucteotide objet de Tinvention. Ainsi. I'oligonucteotide peut 
§tre coupte ^ un lipide, tel que te chotest6rol ; il peut §tre int6gr6 dans une Emulsion 
de type huite / eau ou formule sous forme de liposomes. 

Les exemples qui suivent illustrent des modes de realisation particuliers de la 
10 pr^sente invention. 

Exemple 1 : Synthase des oligonucleotides 
15 On synthetise 15 oligonucleotides ayant chacun un des motifs suivants : 



5' 



TTAATT 3' 




TTACTT 3* 



5^ 



TTATTT 3' 



TTAGTT 3' 
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5'TTGGTT 3' 




5'TTGATT 3' 



SerieG 



5'TTGTTT 3' 



5»TTGCTT3' ^ 
Et ayant 4 Adenine en 5' et 5 Ad6nine en 3". 

La synthase de ces oligonucl6otldes est realisee au moyen d'un automate 
5 synth§tiseur foumi par Applied Biosystems qui met en oeuvre la methode chimique 
standard au phosphoramidite et qui comporte a chaque cycle une 6tape d'oxydation, 
qui est r6alis§e au moyen d'une solution tetraethylthiuram / acetonitrile pour obtenir 
une liaison phosphorothioate. 

10 On prepare en outre, de la meme fagon, un oligonucleotide A1 5(S) qui ne comprend 
que des A et qui est phosphorothioate sur toute sa longueur. Get oligonucleotide est 
un temoin negatif car il n'entraine ni proliferation ni augmentation de I'expression des 
marqueurs d'activation sur les lymphocytes B. 

15 On prepare egalement un oligonucleotide 3Db(S) dont la sequence est identifi6e 
dans la demande de brevet WO96/02555 sous SEQ ID NM5 
(5'GAGAACGCTCGACCTTCGAT3' ); cet oligonucleotide comporte des liaisons 
phosphorothioates sur toute sa longueur et est utilise comme temoin positif. 



20 



Tous les oligonucleotides sont maintenus en solution dans du tampon PBS. 
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Exemple 2 : Test de Lvmphoproliferation 

On isole des lymphocytes a partir du sang p6ripherique d'un dohneur, en proc6dant 
^ une centrifugatlon sur un gradient de Ficoll. Ces lymphocytes sont ajustes a 2.10^ 
5 cellules / ml dans du milieu de culture (RPM1 1640 + 10% de Serum de Veau Foetal 
ainsi que de la Glutamine. de la Streptomycine et de la P6nlclHine). 

Les cellules sont distributes en plaques 96 puits (fond rond) sous 100 pi, soit 
2.10^ cellules par puits. On ajoute ensuite lOOpI d'une solution 4pM 
10 d'oligonucl§otides a tester produites a Texemple 1 (1 seul type d^oiigonucleotide par 
puits) afin d'obtenir une concentration finale 2 pM. 

Les cellules sont incubees pendant 48 a 72 heures. 

15 La Thymidine tritiee (Amersham TRK 120) est diluee dans du milieu de culture puis 
distribuee dans les plaques a raison de 1 pCi par puits sous 50 pi* Apres 7 a 8 
heures dincubation S Tetuve (5% CO2, 37**C). les plaques peuvent Stre congel6es d 
-80X et trait6es plus tard. 

A I'aide du "Han^ester", on recolte le contenu des puits sur des plaques Unifilter 
20 GF/C et on realise 6 lavages en eau distillee puis un lavage en tthanol 70% afin de 
precipiter TADN. 

Aprds stchage des plaques, 25 pi de iiquide scintillant (Microscint-40, Packard) sont 
distribues dans chaque puits et permettent de quantifier la radioactivite 
(rayonnements 6mis par le tritium) en mesurant le nombre de coups / minute (cpm) 
25 6mis par chaque puits sur le compteur Top Count (Packard). 

Les resultats obtenus pour chacun des oligonucleotides testes sont representee sur 
les figures 1 et 2, qui indiquent, pour chaque oligonucleotide teste le nombre de 
coups par minute; on remarque que tous les oligonucleotides selon Tinvention ont un 
30 resultat nettement superieur au resultat obtenu avec le milieu seul ou le temoin 
negatif A15(S), ce qui signifie qu'jis sont tous capables de stimuler la proliferation 
des lymphocytes. 
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Exemple 3 : 

Test relatif aux maraueurs d'activation 

5 

Le test est effectue a partir de lymphocytes isoles d 'un donneur comme decrit a 
rexemple prec6dent, et ajustes a 2.10^ cellules/ml dans le meme milieu de culture. 

Les cellules sent ensuite distribuees en plaques 12 puits sous un volume de 2 ml, 
10 soit 4.10® cellules / puits. On ajoute dans chaque puits une quantite 

d'oligonucleotides a tester preparees a I'exemple 1 (1 oligonucteotide / puits) 
suffisante pour obtenir une concentration en oligonucleotide 2 pM. Puis les cellules 
sont incubees pendant 72 heures a 37°C. Les cellules sont ensuite doublement 
marqu6es au moyen de CD25PE / CD20FITC ou CD86PE / CD20FITC puis 
15 analysees sur FACScan. Les resultats obtenus sont illustres sur les figures 3. 4, 5 et 
6 qui representent pour chaque oligonucleotide test6, le pourcentage de cellules B 
(CD20+) qui expriment le recepteur CD25 ( celles qui sont CD25+)ou le marqueur 
CD86(celles qui sont CD86+). Les resultats represents sur les figures 3 et 4 ont ete 
obtenus lors d'un test realist a un moment different du test dont les resultats sont 
20 illustres sur les figures 5 et 6, ce qui explique la difference d'ordre de grandeur des 
r§sultats obtenus. En effet, dans ce genre de manipulations, les tests sont tres 
variables d'un dosage ^ I'autre, seuls les resultats obtenus lors d'un meme test sont 
comparables entre eux, d'ou la necessite d'inclure lors de chaque test, un 
oligonucleotide-temoin ainsi qu'un dosage du milieu seul. 

25 

On remarque que tous les oligonucleotides objets de I'invention activent les 
lymphocytes B qui expriment leur marqueur d'activation CD86, ainsi que le recepteur 
de cytokine CD25. 
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Exemple 4 : 

On prepare, de la meme maniere qu'd Texemple 1. une s6rie de 16 oligonucleotides 
5 dont les sequences sont les suivantes: 





Sea 


Id 


1 • 


5' TTAGTTATTAGTTATTARTT V 




Sea 


Id 

IVJ 


2 • 

S» ft 


5* TTAGTTATTARTTTTTAftTT '^^ 




Sea 


Id 


3 ■ 


5' TTAGTTATTAC5TTCTTA(^TT 


10 


Sea 


Id 


4 - 


5' TTAGTTATTAGTTf?TTAttTT 'V 




o6C| 


10 


c . 
0 . 


0 1 1 Ao 1 1 1 1 1 Ao 1 1 A 1 1 Ao 1 1 3 




Seq 


Id 


6 : 


5" TTAG II 1 1 i AG 1 II 1 1 AGTT 3" 




Seq 


Id 


7 : 


5' TTAG II 1 1 1 AGTTCTTAGTT 3' 




Seq 


Id 


8 : 


5' TTAG 1 1 1 1 1 AGTTGTTAGTT 3' 


15 


Seq 


Id 


9 : 


5' TTAGTTCTTAGTTATTAGTT 3' 




Seq 


Id 


10 


: 5' TTAGTTCTTAG 1 1 1 1 1 AGTT 3' 




Seq 


Id 


11 


: 5' TTAGTTCTTAGTTCTTAGTT 3" 




Seq 


id 


12 


: 5' TTAGTTCTTAGTTGTTAGTT 3' 




Seq 


id 


13 


: 5' TTAGTTGTTAGTTATTAGTT 3' 


20 


Seq 


Id 


14 


: 5' TTAGTTGTTAGTTTTTAGTT 3' 




Seq 


Id 


15 


: 5- TTAGTTGTTAGTTCTTAGTT 3' 




Seq 


Id 


16 


: 5' TTAGTTGTTAGTTGTTAGTT 3' 



Ces oligonucleotides sont de type phosphorothiate sur toute leur longueur. 

25 

Exemple 5 : 

On evalue la capacite qu'ont les oligonucleotides prepares a Texemple 4 d'induire la 
30 proliferation des lymphocytes humains grace a un test de lymphoproliferation tel que 
celui decrit ^ I'exemple 2. De la meme fapon qu'a I'exemple 2, la concentration en 
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Oligonucleotide par puits est 2\iM, et les t6moins sont constltufes par le milieu seul. 
roiigonucl§otide A15(S) ainsi que roiigonucl^otide 3Db(S). 

Les resultats obtenus, exprimes en Coups par Minute, sont represent6s d la Figure 7 
qui montre que tous les oligonucleotides selon I'invention sont capables d'induire la 
5 prolif6ration des lymphocytes et que de particulierement bons resultats sont obtenus 
lorsque les sequences des oligonucleotides sont celles identifiees par les Seq Id 9 a 
12, i.e. lorsque la Cytosine s6pare les 2 premiers motifs TTN1N2TT de 
Toligonucleotide. 

10 

Exemole 6 : 

On evalue la capacite qu' ont les oligonucleotides prepares a I'exemple 4 d'induire 
Texpression du marqueur deactivation CD86 et du recepteur CD25 sur les 
15 lymphocytes B. Cette §valuation est effectuee grace au test decrit d Texemple 3. Les 
r6sultats obtenus avec les oligonucleotides pr6par6s selon Texemple 4 sont 
representes sur les Figures 8 et 9 qui illustrent les pourcentages de cellules B 
(CD20+) qui expriment 6galement le recepteur CD25 (Figure 8) ou le marqueur 
CD86 (Figure 9). 

20 Les r6sultats obtenus dans ce test confirment ceux obtenus dans le test de 

Iymphoprolif6ration: tous les oligonucleotides selon invention induisent Texpression 
de marqueurs d'activation sur les lymphocytes B humains; de particulierement bons 
resultats sont obtenus lorsque les 2 premiers motifs TTN1N2TT de I'oligonucleotide 
sont separes par une Cytosine. 

25 

Exemple 7 : 

On evalue la capacite qu' ont les oligonucleotides selon la presente invention a 
30 induire la secretion de cytokines. 

Pour cette evaluation, on isole des lymphocytes a partir du sang periph6rique d'un 
donneur, en procedant a une centrifugation sur un gradient de Ficoll. Ces 
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lymphocytes sont ajustes d 2.10^ cellules / ml dans du milieu de culture (milieu AIM 
V + streptomycine + penicilline). 

Les plaques 96 puits ELISPOT (fond plat en nitrocellulose) sont pr6-incub6es la 
veille avec une solution d'anticorps de capture de cytokines (IL-10 ou IFNy suivant le 

5 test r^alis^ ), puis saturees avec du milieu de culture. 

On distribue ensuite 100 pi de cellules dans les plaques ELISPOT, soit 2.10^ cellules 
par puits, puis on ajoute lOOpI d'une solution 4[jM en oligonucleotides S tester, 
produits selon I'exemple 4 (1 seul type d'oligonucteotide par puits) afin d'obtenir une 
concentration finale 2 pM. Le test est realise avec les oligonucleotides ayant les 

10 sequences decrites sous Seq Id 9, Seq Id 10. Seq Id 1 1 et Seq Id 12. 

Les plaques sont incubees a 37X, sous atmosphere a 5% de CO2. Au bout de 72 
heures d'incubation. les cellules sont eliminees par lavage en presence de detergent 
(Tween 1%) et les cytokines fix6es sur les anticorps de capture sont r6v6l6es par 
15 I'addition successive d'anticorps de detection biotynyl6s (anthlL-1 0 ou antl-IFNy 
suivant le test realise), de streptavidine-HRP. et du substrat AEG. 

Les spots (1 spot conrespondant a 1 cellule secr6trice de cytokine) sont compte a 
Taide d'un compteur automatique. Les resultats sont exprimSs en nombre de spots 
20 (nombre de cellules secr^trices) par million de cellules. 

Les r6sultats obtenus pour chacun des oligonucleotides testes sont representes sur 
les figures 10 et 1 1 , qui indiquent, pour chaque oligonucleotide teste le nombre de 
cellules secretrices de cytokines par million de cellules totales ; on remarque que 
25 tous les oligonucleotides selon invention ont un resultat nettement superieur au 
resultat obtenu avec le milieu seul ou le temoin negatif A15(S), ce qui signifie qu'ils 
sont tous capables d'induire la secretion de cytokines, notamment d'lL 10 et 
d'Interferon y. 

30 
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Revendications 

1. Oligonucleotide immunostimulant , caracterise en ce qu'il comprend au moins 
une sequence nucl§otidique ayant la formule suivante 

5' TTN1N2TT 3\ dans laquelle T signifie Thymine, Ni et N2 peuvent chacun 
representer FAd^nine, la Thymine, la Cytosine ou la Guanine, et en ce qu'il est 
depourvu de dinucieotide CG dans lequel la Cytosine C ne serait pas m6thyl6e. 

2. Oligonucl6otide selon la revendication 1, caract6ris6 en ce qu'il comprend de 6 ^ 
100 nucleotides. 

3. Oligonucleotide selon ia revendication 1 , caracterise en ce que Ni represente 
TAdenine et en ce que N2 represente la Guanine. 

4. Oligonucleotide selon une des revendications precedentes, caract6ris6 en ce que 
le motif 5' T T Ni N2 T T 3' est repete au moins 1 fois. 

5. Oligonucleotide selon la revendication precedente caracterise en ce que le motif 
5' T T Ni N2 T T 3' est repete 2 fois. 

6. Oligonucleotide selon une des revendications 4 et 5. caracterise en ce que les 
motifs rep6tes 5* T T Ni N2 T T 3' sont separes par un nucleotide N3 qui peut 
etre a chaque fois identique ou different et qui peut repr6senter A, C, T ou G. 

7. Oligonucleotide selon la revendication precedente, caracterisee en ce que le 
nucleotide N3 separant les 2 premiers motifs T T Ni N2 T T lus lorsque la 
sequence est orient6e 5'->3' represente la Cytosine. 
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8. Oligonucleotide selon une des revendicatlons pr6c6dentes, caract6ris6e en ce 
qui! comprend la s6quence 5' TTAGTTCTTAGTTN3TTAGTT 3', dans laquelle A 
repr6sente rAd6nine. T la Thymine, G la Guanine, et C la Cytoslne, et dans 

5 laquelle N3 peut signifier A, T, C ou G. 

9. Oligonucleotide selon une des revendications precedentes, caracterise en ce qu'il 
est capable d'induire la proliferation des lymphocytes humains. 

10 10. Oligonucleotide selon une des revendications precedentes, caracteris6 en ce qu'il 
est capable d'induire la secretion de cytokines. 

11. Oligonucleotide selon la revendication precedente. caracteris6 en ce qu'il est 
capable dinduire la secretion d'lL 10. 

15 

12. Oligonucleotide selon la revendication 10, caracterise en ce qu'il est capable 
d'induire la secretion d'Interferon y. 

13. Oligonucleotide selon une des revendications precedentes. caracterise en ce qu'il 
20 est capable d'accroTtre I'expression du marqueur deactivation CD86 sur les 

lymphocytes B humains. 

14. Oligonucleotide selon une des revendications precedentes, caracterise en ce qu'il 
est capable d'accroTtre I'expression du recepteur de cytokine CD25 sur les 

25 lymphocytes B humains. 

15. Utilisation d'un oligonucleotide selon une des revendications precedentes pour la 
fabrication d'un medicament. 

30 16. Utilisation d'un oligonucleotide selon une des revendications 1^10, pour la 
fabrication d'un immunostimulant humain. 
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17. Utilisation d'un oligonucleotide selon une des revendications 1 10, pour la 
fabrication d'un adjuvant vaccinal. 

18. Utilisation d'un oligonucleotide selon une des revendications 1 a 10, pour la 
5 fabrication d*une composition vaccinate. 

19. Composition vaccinate a usage humain, comprenant au moins un antigene 
vaccinal, caracterisee en ce qu'elle comprend en outre au moins un 
oligonucleotide selon une des revendications 1 a 10 



10 
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LISTE DE SEQUENCES 

<110> AVENTIS PASTEUR 

5 <120> OLIGONUCLEOTIDE IMMUNOSTIMULANT 

<130> PM9908WO 

<140> 
10 <141> 

<160> 16 

<170> PatentIn Ver. 2.1 

15 

<210> 1 
<211>20 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
20 <220> 

<223> Description de la sequence artificielle: 

oligonucleotide 
<400> 1 

ttagttatta gttattagtt 20 

25 



<210>2 
<211>20 
<212> ADN 
30 <21 3> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: 

oligonucleotide 
<400> 2 

35 ttagttatta gtttttagtt 20 



<210>3 
<211>2G 
40 <212>ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: 
oligonucleotide 
45 <400> 3 

ttagttatta gttcttagtt 20 
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<210>4 

<211>20 
<212>ADN 

<213> Sequence artificielle 

5 <220> 

<223> Description de la sequence artificielle: 

oligonucleotide 
<400>4 

ttagttatta gttgttagtt 20 



<210> 5 
<211>20 
<212> ADN 
IS <2 1 3> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: 

oligonucleotide 
<400> 5 

20 ttagttttta gttattagtt 20 



<210>6 
<211>20 
25 <212>ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: 
oligonucleotide 
30 <400> 6 

ttagttttta gtttttagtt 20 



<210>7 
35 <211>20 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: 
40 oligonucleotide 
<400> 7 

ttagttttta gttcttagtt 20 
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<210> 8 
<211>20 
<212> ADN 
5 <213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: 

oligonucleotide 
<400>8 

10 ttagttttta gttgttagtt 20 



<210>9 
<211>20 
15 <212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: 
oligonucleotide 
20 <400> 9 

ttagttctta gttattagtt 20 



<210> 10 
25 <211>20 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: 
30 oligonucleotide 
<400> 10 

ttagttctta gtttttagtt 20 



35 <210>11 
<211>20 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

40 <223> Description de la sequence artificielle: 
oligonucleotide 
<400> 1 1 

ttagttctta gttcttagtt 20 
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<210> 12 

<211>20 
<212> ADN 
5 <213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la s6quence artificielle: 

oligonucleotide 
<400> 12 

10 ttagttctta gttgttagtt 20 



<210> 13 
<211>20 
15 <212>ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: 
oligonucleotide 
20 <400> 13 

ttagttgtta gttattagtt 20 



<210> 14 
25 <211>20 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: 
30 oligonucleotide 
<400> 14 

ttagttgtta gtttttagtt 20 



35 <210> 15 
<211>20 
<212> ADN 

<213> S6quence artificielle 

<220> 

40 <223> Description de la sequence artificielle: 
oligonucleotide 
<400> 15 

ttagttgtta gttcttagtt 20 
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<210> 16 
<211>20 
<212> ADN 
5 <21 3> S6quence artificielle 
<220> 

<223> Description de la s6quence artificielle: 

oligonucleotide 
<400> 16 
10 ttagttgtta gttgttagtt 
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